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Demande internationale n° 

PCT/FR 00/02072 


Date du depot international (/our/mo/s/annee^ 

19/07/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(lour/mols/annee) 

20/07/1999 



Deposant 



LABORATOIRES STANDA S.A. 



Le present rapport de recherche Internationale, ^tabli par radministration chargee de la recherche Internationale, est transmls au 
deposant conform6ment a I'article 18. Une cople en est transmise au Bureau International. 

Ce rapport de recherche Internationale comprend 3 feuilies. 

|X| II est aussi aocompagne d'une cople de chaque document relatlf a Tetat de la technique qui y est cite. 

1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche Internationale a ete effectuee sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laquelle elte a et^ depos^e, sauf indication contraire donn^e sous le meme point. 

I I la recherche Internationale a 6te effectuee sur la base d'une traduction de la demande Internationale remise a radministration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande Internationale (le cas ^heant), 
la recherche internationale a ^te effectuee sur la base du listage des sequences : 

I I contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

I I deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I I remis ult§rieurement a radministration, sous forme ecrite. 

I I remis ultdrieurement a radministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I I La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et foumi ulterleurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que d6pos6e. a ete fournie. , 

I I La declaration, selon laquelle les Informations enregistr^es sous forme d§chiffrable par ordinateur sont identiques k celles 
du listage des sequences pr^sentd par dcrit, a dt6 fournie. 

2. II a ete estim^ que certalnes revendications ne pouvaient pas faire robjet d'une recherche (voir le cadre I). 

3. 1^ II y a absence d'unitd de rinvention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

I I le texte est approuve tel qu'il a dt^ remis par le deposant. 
pr| Le texte a 6t6 dtabli par radministration et a la teneur suivante: 
UTILISATION DE BACTERIES PROPIONIQUES POUR LA PRODUCTION D'ACIDE PROPIONIQUE 
ET/OU DE PROPIONATES DANS LE COLON 

5. En ce qui concerne Tabrege, 

[Y] l3 t3xte est approuv^ tel qu'll a ^t^ remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete dtabli par I'admlnlstratlon conformement k la r^gle 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations k I'administration dans un d^lai d'un mois a compter de la date d'exp^dition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec l'abreg§ est la Figure n* 



I I sugg6r6e par le d6posant. [X] Aucune des figures 

I I parce que le deposant n'a pas sugg6r§ de figure. n est 6 publier. 

I I parce que cette figure caract^risemieux rinvention. 
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A. CLASSEMENT DE L'OBJET OE LA OEM:^.. A 

CIB 7 A61K35/74 A23L1/308 A61P1/00 


A61P31/00 




Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou & la fois salon la classification natlonale et la CIB 




B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 


Documentation mlnlmale consults (syst6me de classification suM des symboles de ctassement) 

CIB 7 A61K A23C A23L 


Documentation consuitde autre que la docun^ntation mlnlmale dans la mesure oCi 


»s documents reldvent des domalnes sur lesquels a porte la recherche 


Base de donndes dldctronlque consults au oours de la recherche Internationale (nom de la base de donn^. et si rdaOsable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , CHEM ABS Data, FSTA 


C. DOCUI^AENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Cat6gone • 


Identification des documents cites, avec, le cas dcheant, rindication des passages pertinents 


no. desrevendicationsvlsees 


X 


FR 2 741 509 A (LABORATOIRES STANDA) 
30 mai 1997 (1997-05-30) 
page 12 -page 13 


1 


A 


WO 98 27991 A (LABORATOIRES STANDA) 
2 juniet 1998 (1998-07-02) 
page 27 -page 28 


1-11 






-/ 












y Voir la suite du cadre 0 pour la fin de la ilste des documents 


Les documents de families de brevets sont Indlques en annexe 


*> Categories sp^ciales de documents cit^: 

'A' document ddfinlssant i'6tat general de la technique, non 

consider^ comme partlculierement pertinent 
'E' document antdrieur, mals publld & la date de ddp6t International 

ou aprte cette date 
'L' document pouvant later un doute surune revendicatlon de 

priority ou cttd pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une ralson spedale (telle qu'lndiqu^e) 

'0' document se r^fSrant d une divulgation orale, & un usage, k 
une exposition ou tous autres moyens 

■p* document public avant la date de d^pdt intemationai, mals 
post6rieurement ^ la date de priority revendiqude 


'T* document uiterieur pubiie apres la date de dep6t intemationai ou la 
date de prior'ite et n'appartenenant pas & retat de la 
technique pertinent, mals cite pour comprendre le prlncipe 
ou latheorie constltuant ia base de rinventlon 

*X' document particulierement pertinent; f Inven tion revendlquee ne peut 
dtre conslderee comme nouvelle ou comme Impiiquant une activite 
inventive par rapport au document considere isoldment 

'Y' document partlculierement pertinent; rinven tion revendlquee 
ne peut etre conslderee comme Impliquant une activite inventive 
brsque te document est assode & un ou plusleurs autres 
documents de nneme nature, cette comblnaison etant evldente 
pour une personne du metier 

'&* document qui fait partie de la mdme famille de brevets 


Date & iaquelle la recherche Internationale a ete effectivement achev^e 




Date d'expedttion du present rapport de recherche Internationale 


28 decembre 2000 




04/01/2001 




Nom et adn 


isse postale de Tadminlstration chargee de la recherche Internationale 

Office European des Brevets, P.8. 5618 Patentlaan 2 

NL - 2280 HV RljswIJlc 

Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 

Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctlonnairs autorlse 

Moreau, J 
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C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERESCOL ^ERTINENTS ' 

Cat^goiie ' Identification des documents citds, avec,le cas 6ch4ant, I'lndlcatlondes passages pertinents no. des revendications vls^es 



A KANEKO T ET AL: "GROWTH STIMULATOR FOR 1-11 

FIFIDOBACTERIA PRODUCED BY 
PROPIONIBACTERIUM FREUDENREICHII AND 
SEVERAL INTESTINAL BACTERIA" 
JOURNAL OF DAIRY SCIENCE, US, AMERICAN DAIR 
SCIENCE ASSOCIATION. CHAPAIGN, ILLINOIS, 
vol. 77, no. 2, 

1 Janvier 1994 (1994-01-01), pages 

393-404, .XP000590802 

ISSN: 0022-0302 

le document en entler 

X DATABASE CHEMABS 'en Hgne! 1-11 

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 
OHIO, US; 

MANTERE-ALHONEN, S.: "Proploni bacteria 
used as probiotics - a review" 
retrieved from STN 

Database accession no. 124:143825 HCA 

XP002139247 

abrege 

& LAIT (1995), 75(4-5), 447-52, 



A DATABASE FSTA 'en llgne! 1-11 

INTERNATIONAL FOOD INFORMATION SERVICE 
(IFIS), FRANFURT/MAIN, DE; 
CRESCI A ET AL: "The effect of sucrose or 
starch-based diet on short-chain fatty 
acids and faecal microflora in rats." 
Database accession no. 1999-00-a0963 
XP002139248 
abrege 

& JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY, 
86,(2) 245-250 1999 
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Renselgnetnents relatlfs aux meirt<resde families de brevets 



Document brevet clt6 
au rapport de recherche 



Datede 
publication 



Membre(s)dela 
famine de brevet(8) 



<FR 00/02072 



Datede 
publlcatton 



FR 2741509 



30-05-1997 



FR 2741510 A 

AU 7699696 A 

BR 9611609 A 

CA 2235709 A 

EP 0863763 A 

WO 9719689 A 
JP 2000502247 T 

PL 326982 A 



30-05-1997 
19-06-1997 

28- 12-1999 
05-06-1997 
16-09-1998 
05-06-1997 

29- 02-2000 
09-11-1998 



WO 9827991 


A 


02-07-1998 


FR 


2764801 A 


24-12-1998 








FR 


2764802 A 


24-12-1998 








AU 


5669098 A 


17-07-1998 








BR 


9714179 A 


29-02-2000 








CN 


1245432 A 


23-02-2000 








EP 


0951290 A 


27-10-1999 








FR 


2764803 A 


24-12-1998 








PL 


334277 A 


14-02-2000 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCI Article 36 and Rule 70) 



/ 



Applicant's or agent's file reference 
I/BP/CC 


FOR FiittTHFP APTinM SeeNotificationofTransmlttaloflntemational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/FROO/02072 


International filing date {day /month/year) 
19 July 2000(19.07.00) 


Priority date {day/month/year) 

20 July 1999 (20.07.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A61K 35/74 


Applicant 


LABORATOIRES STANDA S.A. 





1. This international preliminar>' examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



"2 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
I ^1 Basis of the report 
II Q Priority 

I I Non-establjshment ot opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



III 

IV Lack of unity of invention 

V 15^ Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicabilitv 

citations and explanations supporlmg such statement i-r 

VI Certain documents cited 

VII Certain defects in the international application 

VIII Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

12 February 2001 (12.02.01) 


Date of completion of this report 

02 November 2001 (02.11.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 

Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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... I Mitciiiiiiiuitiii appiicmiun iNO. 

INTERNATIONAL PRe( )nARY EXAMINATION REPORT PCT/FROO/02072 



I. Basis of the report 



With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 
1^ the description: 

pages 1-21 

P^Ses ^ , filed with the demand 

pages ^ , filed with the letter of 



, as originally filed 



the claims: 



P^g^^ '. , as originally filed 

P^S^^ ._ __' ^ amended (together with any statement under Article 19 

P^S^^ . , filed with the demand 

P^g" 1:2 filed with the letter of 19 October 2001 (19.10.2001) 



the drawings: 

P^g^s m , as originally filed 

P^g" , , filed with the demand 

P^g" .filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

^^^^^ — , as originally filed 

^^^^^ ^ , filed with the demand 

P^g^^ , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements' marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

n the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1 (b)). 
O the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

O the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55 2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

n filed together with the international application in computer readable form. 

n furnished subsequently to this Authority in written form. 

n furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

CH The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

O The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

^- CH The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. , 



I I the drawings, sheets/fig . 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70 16 
and 70,17). 

*♦ Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. Statement 

Novelty (N) Claims 1-9 YES 

Claims NO 

Inventive step (IS) Claims 

Claims 1-9 NO 

Industrial applicability (lA) Claims " ^ YES 

Claims y^yj 


2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: FR-A-2 741 509 (LABORATOIRES STANDA) 30 May 1997 
{1997-05-30} 

D2: WO 98 27991 A (LABORATOIRES STANDA) 2 July 1998 (1998- 
07-02) 

D3: KANEKO T ET AL: JOURNAL OF DAIRY SCIENCE, vol. 77, no. 

2, 1 January 1994, pages 393-4 04 
D4: MANTERE-ALHONEN, S. LAIT (1995), 75(4-5), 447-52 
D5: CRESCI A ET AL: JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY, 86, 




(2) 245-250, 1999. 

Novelty (PCT Article 33(1) and (2)) 

The present application relates to the use of propionic 
bacteria selected (the ability to produce at least 2g/L of 
propionic acid) for producing a food or medicinal 
preparation which is active on the colon. 

The different effects described in Claims 1-4 (production 
of propionic acid, promote the uptake of mineral salts, 
antifungal properties, adhesion to colonocytes) are 
inherent to the presence of propionic bacteria that are 
viable in the colon. Therefore, these effects are not 


- 
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considered to be technical features capable of 
differentiating the application from the prior art. 

The galenic features used in dependent Claims 5-9 are 
known from the prior art, without, however, being 
associated with strains selected for their ability to 
produce at least 2g/L of propionic acid. 

However, selecting strains capable of producing at least 
2g/L of propionic acid enables the subject matter of 
Claims 1-9 to be distinguished from the prior art. 

Therefore, Claims 1-9 are considered to be novel. 

Inventive step (PCT Article 33(1) and (3)) 

The present application relates to the use of slightly 
a^l^r^^y^^^ propionic bacteria selected for their ability to 
produce at least 2g/L of propionic acid for producing a 
food or medicinal preparation which is active on the 
colon. 




The prior art describes the use of slightly autolytic 
propionic bacteria for producing a food or medicinal 
preparation which is active on the colon. 

Therefore, the present invention consists in selecting 
strains which produce at least 2g/L of propionic acid from 
the propionic bacteria described in the prior art. 
However, using said selected strains does not lead to 
unexpected properties in relation to the use of propionic 
bacteria in general. Therefore, such a selection cannot be 
considered to be inventive. Therefore, the subject matter 
of Claims 1-9 does not involve an inventive step. 


- 
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Industrial applicability (PCT Article 33(1) and (4)) 

Claims 1-9 relate to the use of bacteria selected for the 
preparation of food or medicinal compositions, and are 
therefore industrially a:pplicable! 
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TRAITE ' COOPERATION EN MATIf J D^^REVETS 

PCT 12^07 NOV 2091 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



(article 36 et regie 70 du PCT) 



R^fdrence du dossier du ddposant ou du 
mandataire 

l/BP/CC PCT 425 


oni ID CI iiTc A nrkMMCD ^® transmission du rapport d'examen 
POUR built A DONNtR pr^liminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale n* 
PCT/FROO/02072 


Date du d6pot international Qour/mois/ann^e) 
19/07/2000 


Date de pribrttd (jour/mois/ann^e) 
20/07/1999 


Classification intemationale des brevets (GIB) ou k ta fois classification nationale et CIB 
A61K35/74 


D^posant 






LABORATOIRES STANDA S.A. et al. 





1 . Le present rapport d'examen pr6limlnaire international, etabli par radministaration chargee de I'examen pr^liminaire 
international, est transmis au d^posant confonnement k {'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la pr6sente feuille de couverture. 

S II est accompagne d'ANNEXES, c'est-^-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
6te modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupr^s de 
radminlstration chargee de I'examen pr^liminalre International (voir la r^gle 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 2 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I S Base du rapport , 

II □ Priorite 

III □ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaut6, 1'activite inventive et la possibility 

d'application industrielle 

IV □ Absence d'unit§ de ['Invention 

V Kl Declaration motivee selon Particle 35(2) quant k la nouveaute, lactivit^ inventive et la possibility 

d'appiication industrielle; citations et explications k I'appui de cette declaration 

VI □ Certains documents cites 

VII □ Irregularites dans la demande interri^tionale. 

VIII □ Observations relatives a la demande Internationale 



Date de prdsontation de la demande d'examen prdliminaire 
intemationale . . , 

12/02/2001 


Date d'achdvement du present rapport 
02.11.2001 


Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen pr6liminaire international: 

^ Office europden des brevets 
^] D-80298 Munich 

T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 eomu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire aiitorisd ^-^z^rr-^ 
Perez, f- {( M )) 

N** ^ tyiyphone +49 89 2399 7338 X^Swor^ 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale PCT/FROO/02072 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui conceme les elements de la demande intemationale (les feuilles de remplacement qui ont 4t6 remises 
A I'office ricepteur en r^ponse i une invitation faite confomement k I'articie 14 sont considerees dans ie present 
rapport comma "initiaiement dipos^es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (rdgles 70, 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-21 version initiate 

Revendicatlons, N"": 

1 -9 re?ue(s) Ie 19/1 0/200 1 avec la lettre du 1 9/1 0/200 1 

Dessins, feuilles: 

1/1 version initiate 



2. En ce qui conceme la langue, toiis les §tements indiqu^s ci-dessus ^talent a la disposition de radministration ou 
lui ont 6\6 remis dans la langue dans taquelle la demande intemationale a 6X6 d^pos^e, sauf indication contraire 
donn^e sous ce point. 

Ces 6l6ments ^talent k la disposition de ['administration ou lui ont 6\6 remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la r^gle 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande intemationale (selon la r^gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr^liminaire Internationale (selon la rdgle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'aclde amines dlvulgu^es dans la demande 
Internationale (Ie cas §cheant), Texamen prSliminaire intemationale a ete effectu^ sur la base du listage des 
sequences : 

contenu dans la demande intemationale, sous forme dcrite. 
depose avec la demande intemationale, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 
remis ult^rieurement k radministration, sous forme 6crite. 
remis ult6rieurement k radministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

La declaration, selon laquelle ie listage des sequences par ^crit et fourni ulterieurement ne va pas au*deld 
de la divulgation faite dans la demande telle que d^pos^e, a ^t^ foumie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrSes sous d6chiffrab|e par ordinateur sont identiques k 
ceW&s du listages des sequences Presents pair ecrit, a 6X6 fournie. 

modifications ont entramS I'annulation : 



□ 

□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
4. Les 



CMnr»Ml>«im DOT/IDC A MrtA I 9^,AHm. 4^ /l..iltM« 4rkrtO\ 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale PCT/FROO/02072 



□ de la description, pages : 

□ des revendications, : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete fomnule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete consider^es 
comme allant au-del^ de I'expos^ de I'invention tel qu'ii a ^t^ depose, comme 11 est indique ci-aprds (rggie 
70.2(c)) : 

(T oute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu4e au point 1 et 
annexSe au present rapport) 



6. Observations compl^mentaires, te cas Schdant : 



V. Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaut^ Oui : Revendications 1-9 

\ Non^: Revendications 

Actlvite inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 1-9 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-9 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a 
Tappui de cette declaration 

II est fait reference aux documents sulvants: 

D1 : FR-A-2 741 509 (LABORATOIRES STANDA) 30 mai 1997 (1997-05-30) 
D2: WO 98 27991 A (LABORATOIRES STANDA) 2 juillet 1998 (1998-07-02) 
D3: KANEKO T ET AL: JOURNAL OF DAIRY SCIENCE, vol. 77, no. 2, 1 janvier 1994, 

pages 393-404. 
D4: MANTERE-ALHONEN, S. LAIT (1995), 75(4-5), 447-52. 

D5: CRESCI A ET AL JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY, 86, (2) 245-250 1 999 
Nouveaute (Articles 33.1 et 33.2 PCT) 

La presente demande couvre rutilisation de bacteries propioniques seiectionnees (aptitude 
a produire au molns 2g/L d'acide propionique) pour Tobtention d'une preparation 
alimentaire ou medicamenteuse agtssant au niveau du colon. 

Les differents effets decrits dans les revendications 1-4 (production d'acide propionique, 
favoriser rassimilatioh des sels mindraux, propri^t^s antlfongiques, adhesion sur les 
colonocytes) sont indissociables de la presence de bacteries propioniques viables dans 
le colon. Ces effets ne sont done pas considerees comme des caract^ristiques techniques 
susceptibles de differentier la demande de Tart anterieur. 

Les caracteristiques galeniques employees dans les revendications dependantes 5-9 sont 
connues de Tart anterieur, sans toutefois etre associees a des souches seiectionnees pour 
leur aptitude a produire au moins 2g/L d'acide propionique. 
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Seule, la sdiection des souches capable de produire au moins 2 g/L d'acide propionique 
permet de distinguer I'objet des revendications 1-9 de I'art anterieur. 

En consequence, les revendications 1-9 sent cpnsiderees comme nouvelles. 

Activite Inventive f Articles 33.1 et 33.3 PCT) 

La presente demande couvre rutilisation de bacteries propioniques peu autolytiques 
selectionnees pour leur aptitude a produire au moins 2q/L d'acide propionique. pour 
I'obtention d'une preparation alimentaire ou medicamenteuse agissant au niveau du colon. 

L'art anterieur decrit Tutiiisation de bacteries propioniques peu autolitiques pour I'obtention 
d'une preparation alimentaire ou medicamenteuse agissant au niveau du colon. 

La presente invention consiste done a selectionner ['utilisation des souches produisant au 
moins 2g/L d'acide propionique parmi les utilisations des bacteries propioniques decrite 
dans I'art anterieur. Toutefois, Tutilisation de ces souches selectionnees ne presente pas 
de proprietes inattendues par rapport a rutilisation des bacteries propioniques en general. 
Une telle selection ne peut done pas §tre consideree comme inventive. Par consequent, 
I'objet des revendications 1-9 n'implique pas d'activite inventive. 

App l ication I n d us t rielle f A rti cles 33.1 e t 33.4 P &Ft — 

Les revendications 1-9 portent sur rutilisation de bacteries selectionnees pour la 
preparation de compositions alimentaires ou medicamenteuses et sont done susceptibles 
d'application industrielle. 
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REVENDICATIQNS 
1°) Utilisation de bactSries propioniques appartenant d des 
souches peu autolytiques et s61ectionn6es pour leur aptitude 
^ produire au moins 2 g/1 d'acide propionique et/ou de pro- 
5 pionates et, de pr6f6rence, plus de 4 g/1 d'acide propionique 
et/ou de propionates apres avoir et6 cultivees a 30^ C, dans 
un milieu YEL renfermant environ 11,4 g/1 de lactate pendant 
2^3 jours, puis diluees au 1/10*"^ dans ce milieu YEL addi- 
tionn6 de 0^6 % de bile de bceuf, incubees ^ 37 *C pendant 

10 90 minutes, centrif ug6cs, reprises dans du milieu YEL et re-- 
mises a incuber a SV'C pendant 24 heures, pour I'obtention 
d'une composition d' alimentation courante ou d'une composi- 
tion dietetique ou medicamenteuse absorbable par I'homm© ou 
1' animal, elabor^e pour que les bact6ries soient prot6g6es au 

IS moins partlellement vis-A-vis de l'acidit6 gastrique, renfer- 
mant au moins lO*' cellules par gramme de ces bact^ries, sus- 
ceptible de stimuler et d'augmenter de .fa<?on significative la 
synthase d' acide propionique et/ou de propionates et le cas 
echeant d' acide acetique et/ou d'ac6tates au niveau du cOlon 

20 par fermentation bacterienne ana6robie*. 

2**) Utilisation selon la revendication 1 pour I'obtention 
d'une composition susceptible de favoriser 1' assimilation des 
pr incipaux min6r aux , en particulier du qalcium et/ou du fer 
25 et/ou du zinc et/ou du magnesium au niveau du c51on. 

3^*) Utilisation selon la revendication 1, 

pour I'obtention d'une composition ayant des propriet^s anti- 
fongiques au niveau du c61on et^ en particulier, susceptible 
30 de r6duire le d6veloppement de mycodermes pathog^nes du type 
candida/muguet • 

4^) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 k 
3, 

35 caract6ris€e en ce que 

les bact6ries propioniques appartiennent a des souches douses 
de proprietes d' adhesion sur les c61onocytes. 
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5"*) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 k 
caracterisee en ce que 

la composition est constitu6e par une preparation s^che ou 
5 hydratee se pr6sentant sous forme de fractions individuelles 
d' environ 100 mg a 1 g de preference de 200 a 500 mg, renfer- 
mant de preference au moins 10® cellules. 

6**) Utilisation selon la revendication 5/ 
10 caracterisee en ce que 

la composition se presente sous la forme de geiules . ou de 
capsules gastror6sistantes, 

7**) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 
15 6, 

caracterisee en ce que 

la composition est constituee par une preparation eiaboree, 
les bacteries propioniques etant ajoutees ou associ6es ^ un 
substrat f ermentescible, notamment k des fibres alimentaires* 

20 

8'') Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 

. 6, 

caracteris6e en ce que 

la composition est constituee par une preparation eiabor6e^ t 
25 les bacteries propioniques 6tant ajoutees ou incorporees • dans ' 
des aliments tels que: des aliments liquides, pAteux ou soli- 
des . 

9^) Utilisation selon I'une quelconque des revendications i d 
30 7 , 

caracterisee en ce quie 

la composition renferme' des bacteries lactiques et/ou des 
bacteries bifides. 



FEUILLE MODIFIEE 

inOTanifQv^.. 



THIS PAGE BLANK (USPTO) 

T 



ATIONAJLE PUBLI£E EN VERTU DU TR^K DE COOPERATION 

EN MATBERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriety 
Intellectuelle 

Bureau international 




imiiiiiiiiiiiiiHiiiiHiiii 



(43) Date de la publication Internationale (10) Num^ro de publication intemationale 

25 janvier 2001 (25.00001) pCT WO 01/05413 Al 



(51) Classification intemationale des brevets^: 

A61K 35/74. A23L 17308, A61P 1/00, 31/00 

(21) Num^ro de la demande intemationale: 

PCT/FROO/02072 

(22) Date de d£p6t international: 19 juillet 2000 (19.07.2000) 

(25) Langue de d£p6t: fran^ais 

(26) Langue de publication: 



(30) Donates relatives k la priority: 

99/09385 20 juillet 1999 (20.07.1999) FR 

(71) D£posant (pour taus les 6tats disignes sauf US): LAB- 
ORATOIRES STANDA S^i. [FR/FR]; 68, rue Robert 
Kaskc»efif, F-14050 Caen Ced^ (FR). 



(72) Inventeurs; et 

(7^ Inventeurs/Deposants (^oz/r C/5^eM/eOTe?i/;: ROUSSEL, 
Edmond, Daniel [FR/FR]; 16, rue St. Loup. F- 142 10 Ave- 
nay (FR). LEGRAND, Charles, Gabriel [FR/FR]; Les 
Ombrages N**3, 14, avenue de CreuUy, F- 14000 Caen (FR). 
LEGRAND, Marc, Henri [FR/FR]; 6, allfe Beaus^jour, 
Le Vendome, F-14000 Caen (FR). ROLAND, Nathalie 
[FR/FR]; B§timent A, 62, rue P^, F-35000 Rennes (FR). 
BOUGLE, Dominique [FR/FR]; 2, nie Robert Toumioes, 
F-14000 Caen (FR). 

(74) Mandataire: CABINET HERRBURGER; 115, boule- 
vard Haussmann, F-75008 Paris (FR). 

(81) tt&ts d^ignfe (nationaiy. A£, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, CA, CH, CN, CR, CU, <2, DE, DK, 
DM, DZ, EE, ES , H, GB, GD. GE, GH, GM, HR, HU. ID, 
IL, IN. IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, 
LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, 

[Suite sur la page suivante] 



(54) Title: USE OF PROPIONIC BACJTEEOA FOR PRODUCING PROPIONIC ACID AND/OR PROPIONATES IN THE COLON 

(54) Titre: UTIUSAnON DE BACTERIES PROPIONIQUES POUR LA PRODUCTION D' ACIDE PROPIONIQUE ET/OU DE 
PROPIONATES DANS LE COLON 



TL 162 AFTER ACID STRESS 
TL 162 apr&s stress acide 

TL 162 AFTER BILE STRESS 

TL 162 aprfts stress b Slake 

TL 162 AFTER SUCCESIVE STRESSES 

TL 162 apr^s stress 
success^ 

TL 24 AFTER ACID STRESS 

TL 24 apr&s stress acide 

TL 24 AFTER BILE STRESS 
■*TL 24 «pr&s stress bSkire 

TL 24 AFTER SUCCESSIVE STRESSES 
TL 24 apr&s stress, successifi 




120 



Temps (h) 

TIM£(hr) 



(57) Abstract: The invention concerns the use of propionic bacteria selected according to their low propensity to autolysis and their 
^ resistance to bile salts to obtain a cunent food composition oc a dietetic composition of a medicine absoibable by a human or animal, 

prq>ared in such a way tfaat the bacteria are well protected at least partially against gastric acidity, containing at least 10^ cell/grams 
^ of said bacteria, cs^able of stimulating and increasing significantly the synthesis of propionic acid and/or propionate and, as the case 

may be, acetic acid and/or acetate at the colon by anaerobic bacterial fermentation. 

I/) 

"""^ (57) Abr^^: Utilisation de bact^ries propioniques s^lectionn^es en fonction de leur caract^ peu autolytique et de leur ^timde 
JZ; raster aux sels biliaires pour Tobtention d'mie composition d* alimentation courante ou d'une conq>osition di^tique ou m^- 
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significative la synthase d* acide propionique et/ou de propionate et le cas &:fa&mt d' acide ac^que et/ou d'ac^tate au niveau du c61on 
^ par fermentation bact^rienne anatebie. 
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UTILISATION DE BACTERIES PROPIONIQXJES POUR LA PRODUCTION D'ACIDE PROPIONIQXJE 
ET/OU DE PROPIONATES DANS LE COLON 



5 La presents invention se rapporte a 1 'utilisation 

de bacteries propioniq[ues en vue d'optimiser la production 
d'acide propionique et/ou de propionates et le cas echeant 
d'acide acetique et/ou d' acetates au niveau du cdlon. 

Depuis quelques annees, les specialistes nutri- 

10 tionnistes conseillent a leurs patients une alimentation ri- 
che en fibres auxquelles ils attribuent des effets 
physiologiques et metaboliques pouvant benef icier a la sante. 

II est connu que les fibres alimentaires resis- 
tent a la digestion enzymatique dans I'intestin grele et ne 

15 sont degradees et assimilees qu'au niveau du colon, c'est-a- 
dire de la partie terminale de I'intestin. L'effet benef ique 
susmentionne ne peut done s'exercer qu'a la condition que 
cette degradation et cette assimilation soient aussi comple- 
tes que possibles a cet endroit preterminal : le colon. 

20 Or, on a pu etablir que ces reactions biologiques 

sont consecutives a la fermentation anaerobie des fibres ali- 
mentaires sous 1' action de micro-organismes dans le colon . 
Cette fermentation aboutit a la production d'acides gras a 
chaine court e (AGCC) , d'hydrogene, de dioxyde de carbone et 

25 de biomasse. 

Ces acides gras a chaine courte sont essentielle- 
ment I'acide aceticjue, I'acide propionique et I'acide butyri- 
que ; dans I'organisme sain, ils ne peuvent dtre produits 
qu'au niveau du c61on, vu qu'il s'agit la du seul endroit du 

30 corps humain ou regnent les conditions anaerobies strictes 
permettant la fermentation a la base de leur synthese, a 
1' exception de I'acide acetique dont une tres faible quantite 
peut etre produite au niveau hepatique. 

Or, differentes 6tudes ont prouve 1' importance de 

35 ces acides gras a chaine courte qui sont b6nefiques a la san- 
t6. 

D'apres la litterature, il semblerait que les ro- 
les physiologiques de ces trois acides gras a chaine courte 
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seraient differents les uns des autres : en effet, les acides 
acetiques et propioniques seraient directement conduits vers 
le foie oil la totalite de I'acide propionique serai t metabo- 
lisee alors qu'une partie de I'acide acetique serai t ensuite 
5 conduite a differents tissus, tandis que I'acide butyrique 
serai t utilise plus specif iquement au niveau interne de la 
parol colique. 

La synthese des acides gras a chaine courte im- 
plique done la presence dans le colon, d'une part, d'un subs- 

10 trat a base de fibres facile a apporter par la nourriture et, 
d' autre part, d'une flore bacterienne equilibree et adaptee, 
presente de fagon optimum et constante. 

Cette flore bacterienne peut provenir soit de la 
flore endogene persistante de chaque individu, soit de 

15 1 ' alimentation . 

II est, en effet, bien connu que le contenu du 
tube digestif humain qui est specifique a chaque individu et 
correspond approximativement a 1 a 1,5 kg de matieres alimen- 
taires en cours de transformation digestive, renferme une im- 

20 portante population de micro-organismes constituee par un 

melange de nombreuses especes pouvant ^tre evaluee a 10^"^ a 
12 

10 cellules par gramme dans le colon ; cette population 
constitue une masse bacterienne d'un poids certain dont 
I'eguilibre bon ou mauvais ne peut que dif f icilement etre mo- 

25 difie radicalement et surtout durablement par le seul fait de 
1 ' alimentation courante . 

Par ailleurs, 1 ' alimentation que I'on ingere 
joumellement n'est jamais sterile et est done plus ou moins 
chargee de bacteries (lait, produits laitiers fermentes, fro- 

30 mage, cidre, vin, biere, charcuterie, etc.). Les modifica- 
tions de la flore colique consecutives a 1' absorption de ces 
bacteries ne peuvent toutefois etre que temporaires . 

II est, en outre, a noter qu'il a deja ete propo- 
se de tenter de modifier la population microbienne du tractus 

35 intestinal par 1 ' administration et en particulier 1' ingestion 
volontaire de cellules bacteriennes reputees benefiques a la 
sante (dites probiotiques) en particulier de bacteries lacti- 
ques ou de bacteries bifides. 
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L' introduction dans I'organisme d'une population 
importante de ces bacteries soit par le biais d'une alimenta- 
tion particuliere, soit par 1' ingestion directe de ces cellu- 
les microbiennes , a plus particulierement ete proposee dans 
5 le but de limiter le developpement des especes pathogenes et 
putrefiantes : il est en effet connu que la flore endogene 
presente dans le c61on est repartie en diff^rents groupes 
bacteriens dont certains sont inoffensifs, voire benefiques, 
tandis que d'autres, en particulier des Clostridium et des 

10 putr^fiants conduisent a la production de substances toxiques 
et influencent negativement la sante. 

L'idee a la base de 1' invention a consiste a in- 
troduire regulierement dans I'organisme, par voie buccale, 
lane quantite importante d'une flore microbienne probiotique 

15 apte a favoriser la syn these reguliere d'acides gras a chaine 
courte au niveau colique. 

Parmi les especes microbiennes pouvant etre mises 
en oeuvre a cet effet, les bacteries lactiques ne sont que peu 
adaptees puisque par leur nature, elles produisent surtout et 

20 avant tout de I'acide lactique et tres secondairement un peu 
d'acide acetique mais pas d'acide propionique ni d'acide bu- 
tyrique . 

En revanche, des bacteries d'un autre type, les 
bacteries propioniques , sont capables de produire abondamment 

25 de I'acide propionique et de I'acide acetique done, les deux 
acides gras a chaine courte qui sont appeles a irriguer les 
r^seaux tissulaires, ce par exemple selon un pourcentage de 
2/3 d'acide propionique pour 1/3 d'acide acetique. Ces bacte- 
ries sont presentes en alimentation humaine depuis des sie- 

30 cles, en particulier dans les fromages a pate pressee cuite ; 
de plus, elles presentent I'avantage d'etre mieux armees que 
les bacteries lactiques pour avoir une activite dans le colon 
ou 1 ' anaerobiose est totale, et par ailleurs, d'etre plus re- 
sistantes aux stress technologiques que les bacteries lacti- 

35 ques et les bacteries bifides. 

II est a noter qu'il a deja ete propose dans la 
litterature de faire absorber des bacteries propioniques, en 
particulier pour stimuler le developpement des bacteries bi- 
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fides dans I'intestin (docviment WO-97/19689) ou encore pour 
d6gager du monoxyde d' azote dans le txibe digestif hixmain ou 
animal (document WO-98/27991) . On n'avait cependant jusqu'a 
present jamais eu I'idee d'utiliser ces bacteries pour la 
production d'acides gras a chaine courte au niveau du c61on. 

La presente invention concerne done 1 'utilisation 
de bacteries propioniques selectionnees en fonction de leur 
caractere peu autolytique et de leur aptitude a resister aux 
sels biliaires pour I'obtention d'line composition 
d' alimentation courante ou d'une composition dietetique ou 
medic amen teuse absorbable par I'homme ou 1' animal, elaboree 
pour que les bacteries soient protegees au moins partielle- 
ment vis-a-vis de I'acidite gastrique, renfermant au moins 
10^ cellules /gramme de ces bacteries, susceptible de stimuler 
et d'augmenter de fagon significative la synthese d'acide 
propionique et/ou de propionate et le cas echeant d'acide 
acetique et/ou d' acetate au niveau du colon par fermentation 
bacterienne anaerobie. 

Pour c[ue ces bacteries puissent avoir I'effet be- 
nefique escompte, il est indispensable de choisir des souches 
peu autolytiques aptes a atteindre, sans dommage, le c61on, 
^ventuellement a s'y developper et a produire des quantites 
suffisantes d'acide propionique. 

II est bien connu que les deux stress principaux, 
auxquels les bacteries ingerees sont soumises lors de leur 
passage dans la partie haute du tube digestif, sont lies, 
d'une part, a I'acidite du milieu stomacal (pH 4 a 1) et, 
d' autre part, a la presence de sels biliaires dans I'intestin 
grele (de I'ordre de 15 mmol/1 au maximum au niveau du duode- 
n-um) - 

Or, on a pu etablir que des bacteries ayant ete 
exposees a I'acidite stomacale sont fragilisees et par suite 
inaptes a resister aux sels biliaires, ce meme si elles de- 
meurent viables a la sortie de I'estomac. 

Par suite, conform6ment a 1' invention, il est in- 
dispensable de faire subir aux bacteries propioniques un 
traitement de nature a leur permettre de ne pas subir le 
stress gastrique correspondant en regie generale h line encap- 
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sulation qui peut Stre volontaire ou involontaire par exemple 
dans le cas d'un aliment de type fromage. 

Cette situation a ete mise en Ixamiere grS.ce a un 
test par lequel on a evalue 1' influence du pH acide et des 
5 sels biliaires successiveitient ou individuellement sur la via- 
bilite de deux souches de bacteries propioniques laitieres 
appartenant a la collection TL du LRTL (Laboratoire de Re- 
cherches de Technologie laitiere - INRA. de Rennes) , a savoir 
les souches TL 162 et TL 24 appartenant a I'espece 
10 V . freudenreichii subsp shermanii . 

Les resultats de ce test sent decrits ci-dessous. 

Les bacteries ont ete cultivees a 30^C sur milieu 
YEL pendant 2 jours (debut de phase stationnaire) . La densite 
optique a 650 nm etait respectivement de 2,28 et 2,64" pour 
15 TL 162 et TL 24. 

- Stress acide 

Les cultures ont ete diluees au 1/10^® dans du 
milieu S (tryp tone- lactate) a pH 2,5 (pH final de 3,0)- Apres 
une incubation a 37 pendant 45 min, les cultures ont ete 
20 centrifugees et les bacteries reprises dans le meme volxame de 
YEL, Des niomerations ont ete faites avant et a la fin de 
1 ' incubation, et la reprise de la croissance a ete suivie par 
des mesures de DO pendant 5 jours a 37 ^C. 

- Stress hiliaire 

25 Les cultures initiales ont ete centrifugees et 

les bacteries reprises dans un volume 10 fois superieur de 
YEL contenant 0,3 % de bile de boeuf (a --50 % de sels biliai- 
res) . Apres une incubation a 37^C pendant 90 min, les cultu- 
res ont ete centrifugees et les bacteries reprises dans le 

30 meme volume de YEL. Des numerations ont ete faites avant et a 
la fin de 1 ' incubation, et la reprise de la croissance a ete 
suivie par des mesures de DO pendant 5 jours a 37°C, 

- Stress acide et hiliaire successifs 

Les bacteries ont subi un stress acide comme de- 
35 crit pr^c^demment , mais apres centrif ugation, les cellules 
ont ete reprises dans du YEL contenant 0,3 % de bile. Apres 
"une deTixi^me incubation a 37°C pendant 90 min, les cultures 
ont ete centrifugees et les bacteries reprises dans le meme 
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volume de YEL. Des ntmierations ont et6 faites avant et a la 
fin des inciibations et la reprise de la croissance a et6 sui- 
vie par des mesures de DO pendant 5 jours a 37^0. 

Les resultats obtenus sont rapport^s, d'une part, 
5 sur le tableau 1 ci-dessous qui mentionne 1' influence des 
stress acide et/ou biliaire sur la viability des bacteries 
et, d' autre part, sur la figure 1 qui est un schema represen- 
tant la reprise de la croissance apres les differents stress. 

10 Tableau 1 







Viability (cfu/ml) 






Avant 


Apres 


Apres 






stress 


stress 


stress 








acide 


biliaire 


stress acide 


TL 162 


3, 0 X 10® 


9,7 X 10^ 


/ 


seul 


TL 24 


4, 0 X 10® 


1,0 X 10' 


/ 


Stress 


TL 162 


3, 0 X 10® 


/ 


4,4 X 10® 


biliaire seul 


TL 24 


4, 0 X 10® 


/ 


4,7 X 10® 


Stress 


TL 162 


3,0 X 10® 


9,7 X 10^ 


2600 


successifs 


TL 24 


4,0 X 10® 


1,0 X 10' 


< 10 


On a 


ainsi pu 


etablir que 







- I'acidite entraine iine mortalite importante des bacteries 
(96,8 % pour TL 162 et 97,5 % pour TL 24), ce qui explique 

15 un d^lai assez long pour la reprise de la croissance (Fi- 

gure 1) . 

- la bile n' entraine aucune mortalite des bacteries, d'ou 
une reprise tres rapide de la croisscince, 

- lorsque 1 ' on soiimet les bacteries a la bile, apres un 
20 stress acide prealable, cela conduit a une mortality quasi 

totale des bacteries. Ce resultat, totalement inattendu, 
indique done que des bacteries, qui ont sxibi un stress 
acide et qui toutefois restent viables, deviennent totale- 
ment sensibles a la bile alors que sans stress acide pre- 
25 alable, ces memes bacteries sont totalement resistantes 

aux sals biliaires. 
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Tenant compte de cette situation, on a effectue 
des essais de preadaptation dans le but d'augmenter la resis- 
tance des bacteries. On sait en effet qu'un pre-stress acide 
(pH 4,5-5) protege ef f icacement les cellules contre un stress 
5 acide (pH 2) . 

On a ainsi effectue trois essais d* adaptation sur 

TL 162 : 

- pre-stress acide : incubation preliminaire des cellules a 
37 °C pendant 30 min a pH 5 

10 - pre-stress hilialre : incubation pendant 30 min en pre- 
sence de 0,08 % de bile 

- pre-stress acide et biliaire : incubation pendant 30 min a 
pH 5 et en presence de 0,08 % de bile. 

On a applique le meme protocole que precedemment 
15 et obtenu les resultats rapportes dans le tableau 2 ci- 
dessous : 



Tcddleau 2 





Viabilite (cfu/ml) 


Avant stress 


Apres stress 
successif s 


Sans preadaptation 


3 X 10® 


2600 


Preadaptation acide 


3 X 10® 


100 


Preadaptation biliaire 


3 X 10® 


1400 


Preadaptation acide et 
biliaire 


3 X 10® 


< 100 



20 On a ainsi pu etablir qu'une preadaptation acide 

fragilise encore plus les cellules, alors qu'une pre- 
adaptation biliaire est sans effet. 

Ces resultats ont done permis de mettre en evi- 
dence la necessite de traiter les stress successivement , et 

25 non pas separement comme decrit dans la plupart des etudes 
qui ont ete r6alisees dans ce domaine. 

On peut cependant supposer qu'in vivo les condi- 
tions sont moins drastiques pour les bact6ries (effet tampon 
de 1* aliment dans I'estomac, effet bactericide moindre des 
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sels biliaires sous forme micellaire avec les phospholipi- 
des) . 

Compte tenu de ce qui precede, pour augmenter la 
quantite de bacteries viables, une amelioration de leur re- 
sistance au pH acide n'est pas efficace puisque les bacteries 
restent sensibles a I'effet des sels biliaires. 

En revanche, en protegeant les bacteries du 
stress acide, en particulier en les ingerant preconditionnees 
dans des gelules gastroresistantes , on pent retrouver dans 
les feces des bacteries naturellement resistantes a la bile, 
ce a un niveau eleve de viabilite. 

Compte tenu de ces resultats, on a effectue un 
test complementaire pour comparer 1' aptitude de differentes 
souches de bacteries propioniques a produire des quantites 
importantes d' acide propionique aprfes avoir 6te mises en 
contact avec des sels biliaires. 

Dans ce test, on a compare 33 souches de bacte- 
ries propioniques laitieres appartenant a la collection TL du 
LRTL (INRA de Rennes) selon leur aptitude a survivre en pre- 
sence de bile et a produire ensuite de 1 • acide propionique : 

- 20 souches appartenant a I'espece P. frGudenreichii subsp 
Sherman! i 

- 6 souches appartenant a 1 ' espece P. freudenreichii subsp 
freudenrei chi i 

- 7 souches appartenant a 1 • espece P. acldiproplonlci 

Le protocole operationnel a ete le suivant : 
Des cultures en debut de phase stationnaire (2 a 
3 jours de culture en milieu YEL incube a 3 0^0 ont ete di- 
luees au 1/10^® dans du milieu YEL contenant 0,6 % de bile de 
boeuf (environ 7-8 mmol/1 de sels biliaires) . Cette concentra- 
tion en bile a ete choisie de fagon a discriminer au mieux 
les souches entre elles et constitue des teneurs en sels bi- 
liaires du m^me ordre que celles rencontr6es dans le duode- 
num. 

Les dilutions ont ete incubees a 37®C pendant 
90 min, puis centrifugees . Les bacteries ont 6te reprises 
dans du milieu YEL (volume initial) et remises a incuber ^ 
37^0. 
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Apres 24 h d* incubation, la DO a 650 nm a ete me- 
suree pour evaluer la reprise de la croissance. Le surnageant 
a ete recolte puis congele pour doser les acides gras. 

Pour certaines souches. Inexperience a ete renou- 
5 velee de fagon a confirmer les resultats, 

Les valeurs des densites optiques a 650 nin avant 
le stress biliaire et 24 h apres la fin du stress sont rap- 
portees dans le tableau 3 ci -des sous : 
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Tableau 3 



Souches : 


DO avant le 


DO a 24 h 


% de DO a 




stress biliaire 


d' incubation 


24 h/DO ini- 




(DO ini- 


apres le stress 


tiale 




tiale/10) 


biliaire 




P. shenasnii 








TL 125 


0,32 


2, 02 


63 


TL 134 


0,29 - 0,26 


2,60 - 2,04 


90 - 78 


TL 144 


0,39 


3, 62 


93 


TL 146 


0,27 


1, 56 


58 


TL 147 


0,28 


1,23 


44 


TL 148 


0,23 


0, 04 


2 


TL 150 


0,36 - 0,32 


4,67 - 4,03 


130 - 126 


TL 167 


0,26 


1, 05 


40 


TL 168 


0,32 


0,57 


18 


TL 4 


0,32 


0,29 


9 


TL 14 


0,23 


0,73 


32 


TL 17 


0,29 


0, 55 


19 


TL 22 


0,28 


1,39 


50 


TL 24 


0,28 


1,65 


59 


TL 162 


0,20 


2, 08 


104 


TL 34 


0,26 - 0,27 


3,40 - 3,87 


131 - 143 


TL 50 


0,26 


2, 05 


79 


TL 61 


0,23 


1,31 


57 


TL 63 


0,27 - 0,26 


3,26 - 3,55 


121 - 137 


TL 40 


0,30 


1,46 


49 


P. freundenreichi 








TL 142 


0,34 - 0,31 


2,95 - 2,80 


87 - 90 


TL 3 


0,24 


2, 66 


111 


TL 19 


0, 30 


2, 66 


89 


TL 37 


0,23 


1,79 


78 


TL 33 


0,26 


2,38 


92 


TL 64 


0,29 


0,31 


11 


P. acid ipraplanici 








TL 2 


0, 38 


2, 30 


61 


TL 9 


0, 34 


2, 29 


67 


TL 15 


0,34 


3, 09 


91 


TL 54 


0, 34 


1, 39 


41 


TL 47 


0,20 


0,22 


11 


TL 223 


0,29 - 0,38 


2, 59 - 2, 91 


89 - 77 


TL 249 


0, 44 


3, 40 


77 



II est a noter que pour certaines souches, la DO 
finale est sup6rieure a la DO initiale, ce qui peut 
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s'expliquer par la croissance reprise a 37^C et non a 30^C 
comme initialement • 

En fonction des resultats obtenus, on peut sche- 
matiquement distinguer trois groupes de souches : 
5 - les souches se distinguant par une reprise rapide de la 
croissance, indiquant tine faible mortalite des cellules 
due a la bile (parmi elles TL 34, TL 160, TL 63, TL 33, 
TL 15, TL 3, TL 162) , 

- des souches tres peu resistantes a la bile, presentant une 
10 reprise de la croissance tres faible ou nulle (TL 148, 

TL 4, TL 64, TL 47) , 

- des souches intermediaires , caracterisees par une mortali- 
te moderee due a la bile (TL 146, TL 147, TL 167, TL 168, 
TL 14, TL 17, TL 22, TL 24, TL 61, TL 40, TL 54) . 

15 Seules les souches possedant un ratio [ (DO a 

24 h/DO initiale) x 100] superieur a 60 % (seuil choisi arbi- 
trairement) ont ete selectionn^es pour la mesure du lactate, 
de 1' acetate et du propionate par HPLC dans les sumageants 
congeles. La teneur initiale du milieu YEL en lactate 6tait 

20 de 11,4 g/1- 

Les concentrations en lactate, acetate et propio- 
nate des surnageants recup6res apres 24 h d' incubation, sont 
rassemblees dans le tableau 4 ci-dessous. 
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Tableau 4 



Souches : 


Lactate 
consociTi'ii^ 


Acetate 
produit 


Propionate 
produit 


(en g/1) 


P. shermanii 
TL 125 


5, 6 


0, 6 


2 , 4 


TL 134 




0.9 - 0 9 


4 0 — 4 


TL 144 


8, 8 


1 . 1 


4 6 


TL 160 


9,9 - 8,8 


1-3 - 1 1 


4 7 — 4 


TL 162 


5,3 


0,6 


2,3 


TL 34 


9 7 - 10 1 




4 Q — 4 "7 


TL 50 








TL 63 


9 1 - 10 0 




4 4 — A A 


P. freuridGnrGlchl 
TL 142 


8,1 - 8,2 


0,9 - 0,9 


4,5 - 4,0 


TL 3 


7,8 


0,9 


3,6 


TL 19 


6,6 


0,7 


3,7 


TL 37 


5,5 


0,6 


2,5 


TL 33 


7,2 


0,8 


3,4 


P. acidlproplonici 
TL 2 


2,7 


0,4 


1,5 


TL 9 


5,3 


0,6 


2,4 


TL 15 


3,7 


0,4 


2,0 


TL 223 


2,8 - 3,8 


0,4 - 0,4 


1,8 - 1,7 


TL 249 


5,2 


0, 6 


3,2 



Ce tableau montre que de maniere previsible, la 
quantite de propionate produit est correlee avec le degre 
5 d' utilisation du lactate . 

D'une fagon generale, les souches appartenant a 
I'espece 'P , acidiproplonici produisent moins d'acide propioni- 
que que les souches de I'espece P. fjreundenr-eichii en 24 h. 

Au vu des resultats rapportes ci-dessus, certai- 
10 nes souches s'averent etre de meilleurs candidats en matiere 
de production de propionate apres 1' action de la bile. II 
s'agit des souches produisant au moins 2 g/1 de propionate 
dans les conditions decrites ci-dessus : 

TL 134, TL 50, TL 3 , TL 19, TL 33, TL 249, 
15 et de preference plus de 4 g/1 de propionate : 

TL 160, TL 144, TL 34, TL 63, TL 142. 
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Une experimentation a par ailleurs 6t6 realisee 
sur des volontaires sains, dans le but de verifier 
1' influence benefique des gelules gastro-resistantes pour 
ameliorer la survie dans I'intestin d'une souche de bacterie 
5 propionique fromagere ingeree sous forme lyophilisee (TL 
162) . 

L' experience a ete realisee sur 7 individus au 
total, avec 3 periodes de traitement de 4 semaines, separees 
par 3 semaines d' intervalle . 
10 Le traitement 1 consistait a ingerer pendant 

2 semaines 5 x 10^ cfu/j de bacteries, conditionnees en gelu- 
les non gastroresistantes . 

Le traitement 2 consistait a ingerer pendant 
2 semaines 5 x 10^^ cfu/j de bacteries, conditionnees en ge- 
15 lules non gastroresistantes. 

Le traitement 3 consistait a ingerer pendant 
2 semaines 5 x 10^ cfu/j de bacteries, conditionnees en gelu- 
les gastro-resistantes. 

Pour chaque traitement, 4 prelevements de feces 
20 ont ete realises pour rechercher les bacteries propioniques a 
I'aide d'un milieu selectif (Palpropiobac®, Standa- Indus trie, 
additionne de 4 mg/1 de metronidazole) . Les dates de preleve- 
ments etaient : 

- SI : juste avant la periode d' ingestion, 

25 - S2 : 1 semaine apres le debut de 1' ingestion, 

- S3 : 2 semaines apres le debut de 1' ingestion, 

- S4 : 1 semaine apres la fin de la periode d' ingestion, 

- HP (pour la periode 3) : 3 semaines apres la fin de la pe- 
riode d ' ingestion . 

30 Pendant toute 1 ' experience, les volontaires ne 

pouvaient pas consommer de fromage contenant des bacteries 
propioniques en quantite importante (Eramental, Comte, Leer- 
dammer, Gruyeres Suisses, ...) , a 1' exception des fromages fon- 
dus . 

35 Le tableau 5 indique les resultats de viabilite 

des bacteries propioniques dans les f^ces. 

Avec des gelules classiques, la dose de 
5 X 10^ cfu/j (Periode 1) apparait insuffisante pour retrou- 
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ver des bacteries propioniques viables en quantite iirportante 
Chez tous les volontaires. Par centre, avec la dose de 
5 X 10^° cfu/j (Periode 2), tous les volontaires hebergent 
plus de 5 log cfu/g de bacteries propioniques viables dans 
5 les feces / des la premiere semaine de traitement. Toutefois, 
les niveaux maximum de viabilite observes avec les doses ne 
sont pas dif ferentes (-7 log) . 



riode 3) ameliore la viabilite des bacteries propioniques 
10 dans les feces, notamment chez les volontaires chez c[ui on en 
retrouvait peu lors du 1®^ traitement (vol. 1, 2 et 6). En 
fait, par rapport a la Periode 2, les niveaux de viabilite 
obtenus sont en moyenne equivalents . 

> sur la base de 5 x 10^ cfu/j, 1 ' utilisation des gelules 
15 gastro-resistantes se justifie done pour un certain nombre 

d'individus (vol. 1, 2, 6), pour les autres elles 
n'ameliorent pas ou peu la viabilite (vol. 3, 4 et 5) , 

> elles apportent des resultats a peu pres equivalents a des 
gelules classiques contenant 5 x 10^° cfu. 

20 Les A6CC ont ete mesures dans les feces par chro- 

matographie en phase gazeuse. Les quantites de propionate 
dans les feces sont indiquees dans le tableau 6. Pour 
1' analyse statistique, 2 groupes de valeurs ont ete comparees 
2 a 2 : les valeurs correspondantes a\ix echantillons de feces 

25 ou les bacteries propioniques n'etaient pas detect6es 
(< 4 log) , pour tous traitements et periodes confondus et les 
valeurs correspondantes aux echantillons de feces ou les bac- 
teries propioniques ont ete numerees a plus de 6 log cfu/g. 
Dans le premier cas, la quantite moyenne de propionate est de 

30 5,06 ± 2,56 umol/g (n = 25) et dans le second cas, elle est 
de 7,19 ±3,18 umol/g (n = 30). Ces 2 valeurs sont significa- 
tivement dif ferentes a p < 0,02 (test de Student). Pour les 
autres AGCC, il n'y a pas de differences signif icatives . 
Cette experience montre done que la presence de cpjantites im- 

35 portantes (> 6 log cfu/g) de bacteries propioniques dans le 
c61on consecutive a 1' ingestion de TL 162 augmente signif ica- 
tivement la quantite de propionate dans les feces. Toutefois 
la souche TL 162 ne s'averant pas le meilleur candidat pour 



L' utilisation de gelules gastro-resistantes (P6- 
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optiiniser la production d'acide propionique dans le colon (cf 
cri teres de selection in vitro) , il est vraisemblable que les 
r^sultats puissent Stre ameliores avec une souche selection- 
n^e selon les criteres pr^cites. 
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Compte tenu de ce qui precede et conf ormement a 
\me caracteristique pref erentielle de 1 ' invention, les bacte- 
ries propioniques utilisees sont choisies parmi les souches 
produisant de I'acide propionique en quantite physiologique- 
5 ment significative et en particulier parmi les souches pro- 
duisant au moins 2 g/1 d'acide propionique et/ou de 
propionates et, de preference, plus de 4 g/1 d'acide propio- 
nique et/ou de propionates apres avoir ete cultivees a 30^C, 
dans du milieu YEL renfermant environ 11,4 g/1 de lactate 

10 pendant 2 a 3 jours, puis diluees au 1/10^^ dans un milieu 
YEL contenant 0,6 % de bile de bcEuf, incubees a 37^0 pendant 
90 min, centrifugees , reprises dans du milieu YEL et remises 
a incuber a 37^0 pendant 24 heures. 

Un autre critere de selection pouvant etre pris 

15 en compte conf ozmement a 1' invention correspond aux propria- 
t6s d' adhesion des souches sur les colonocytes : des souches 
douees de bonnes proprietes d' adhesion presentent en effet 
I'avantage de demeurer plus longtemps dans le c61on, ce qui 
leur laisse plus de temps pour synthetiser I'acide propioni- 

20 que ; de plus, les souches qui se fixent, peuvent prendre la 
place des agents pathogenes . 

II est a noter que pour obtenir 1' effet recher- 
che, il n'est pas envisageable de faire absorber I'acide pro- 
pionique lui-meme vu que du fait de la chaine metabolique 

25 humaine il ne pourrait pas parvenir au colon et cjue, de plus, 
il a ete montre qu'il est nocif a haute dose pour I'estomac, 

Parmi les effets benefiques attribues aux acides 
gras a chaine courte synthetises au niveau du colon et en 
particulier a I'acide acetique et surtout a I'acide propioni- 

30 que, on peut noter leur role au niveau de 1 ' assimilation des 
principaux mineraux et notamment du calcium, du fer, du zinc 
ou encore du magnesium ; on a en effet pu etablir que I'acide 
propionique et, dans une moindre mesure, I'acide acetique 
peut favoriser 1' absorption colique de ces mineraux et 

35 1 'utilisation par I'organisme de la fraction absorbee. 

II s'agit la d'un effet particulierement interes- 
sant vu que 1 'assimilation des mineraux s ' accompagne d' effets 
fonctionnels tels qu'a titre d'exemple la correction de 
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I'anemie pour le fer ou la mineralisation osseuse pour le 
calcium. 

Les etudes experimentales et cliniques, qui ont 
ete effectu6eS/ fournissent un faisceau d' arguments concor- 
5 dants a I'appui d'un effet favorable de I'acide propionicjue 
et des propionates et, dans xine moindre mesure, de I'acide 
acetique et des acetates sur le metabolisme de ces mineraux ; 
cet effet est vraisemblablement plus importemt lorsque les 
conditions de digestion sont mauvaises, ce qui conduit a ame-- 
10 ner une quantite importante de mineraux non absorbes par 
I'intestin grele au niveau colique, et lorsque les besoins 
sont eleves . 

L' existence de relations entre les acides gras a 
chaine courte et le metabolisme des mineraux a notamment ete 

15 suggeree par des 6tudes ayant utilise des fibres solubles. On 
a ainsi pu etablir que les polysaccharides ou oligosacchari- 
des non digeres par les enzymes digestives et qui sont done 
ferment^s en acides gras a chaine courte (notamment en pro- 
pionates) par la flore coliciue augmentent 1' absorption des 

20 mineraux tels qpie le calcium, le fer ou le zinc et que cette 
augmentation est d'autant plus nette quB les conditions sont 
pathologiques (carences, gastrectomie . . . ) . 

Des etudes de perfusion colique et a contrario 
1' absence d' effet chez des sujets colectomises a permis de 

25 confirmer la localisation du site d' action au niveau colique. 

II a en outre ete constate que ces actions 
s ' accompagnent d'une baisse du pH et d'une synthese d' acides 
gras a chaine courte ; ceci suggere 1 ' intervention de ces 
acides par le biais d'une fermentation, ce d'autant plus que 

30 I'on a verifie que les fibres insolubles, non fermentesci- 
bles, n'ont pas d' effet. De plus, il a ete etabli que le cae- 
cum est hypertrophie et que le debit sanguin colique 
augmente, ce qui temoigne d'un effet trophique. 

Les 6tudes cliniques effectu^es sur ce sujet sont 

35 peu nombreuses, mais permettent de confiinmer que les effets 
des fibres solubles sont obtenus par fermentation colique et 
de montrer directement 1' effet des acides gras a chaine 
courte sur 1' absorption des mineraux. 
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Parmi ces etudes, on peut mentionner la publica- 
tion « Trinidad TP, Wolever TMS, Thompson LU, Effect of ace- 
tate and propionate on calcium absorption from the recttim and 
distal c61on of humans. Am J Clin Nutr 1996, 63/ 574-578 » 
5 qui rend compte d'essais dans lesquels on a perfuse directe- 
ment le c61on distal de sujets sains avec de I'acide aceti- 
que, de I'acide propionique ou leur association a 
concentration physiologique ; on a ainsi etabli que la dispa- 
rition du calcium de la lumiere colique est augmentee par les 

10 deux acides gras a chaine courte, mais de fagon significati- 
vement plus importante par I'acide propionique ; cette etude 
a egalement montre un effet dose a I'appui d'un systeme 
d' absorption non saturable. Les auteurs ont suggere que la 
plus grande lipophilie de I'acide propionique compare a 

15 I'acide acetique pourrait favoriser son . absorption et la li- 
beration dans le c61onocyte de protons dont le passage dans 
la lumiere digestive favoriserait 1' absorption du calcium, 

Compte tenu de ce qui precede, 1' invention 
concerne egalement 1' utilisation de bact6ries propioniques 

20 s61ectionnees en fonction de leur caractere peu autolytique 
et de leur aptitude a resister aiix sels biliaires pour 
I'obtention d'une composition d' alimentation courante ou 
d'une composition dietetique ou medicamenteuse absorbable par 
I'hoinme ou 1' animal, elaboree pour que les bacteries soient 

25 protegees au moins partiellement vis-a-vis de I'acidite gas- 
trique, renfermant au moins 10^ cellules /gramme de ces bacte- 
ries, susceptible de favoriser 1 ' assimilation des principaux 
mineraux, en particulier du calcium et/ou du fer et/ou du 
zinc et/ou du magnesium au niveau du colon. 

30 Selon une variante de 1' invention, il est egale- 

ment propose d'appliquer cette utilisation a I'obtention 
d'une composition ayant des proprietes antif ongiques au ni- 
veau du cdlon et, en particulier, susceptible d'y reduire le 
developpement de mycodearmes pathog^nes du type candi- 

35 da/muguet. 

Cette utilisation conduit, en fait a tirer profit 
des excellentes proprietes antif ongiques de I'acide propioni- 
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que notamment pour le traitement des candidoses dues aux an- 
tibiotiques . 

II est a noter que la composition utilisee 
conf ormement a 1' invention peut, le cas ech^ant, renfermer 
5 des bacteries autres, en particulier des bacteries lactiques 
et/ou des bacteries bifides susceptibles d'agir en synergie 
avec les bacteries propioniques de fagon a augmenter les efr 
fets susmentionn6s en leur foumissant du lactate en tant que 
substrat f ermentescible . 

10 La composition utilisee conf ormement a 1 ' inven- 

tion peut etre constituee par une preparation seche ou hydra- 
tee se presentant sous forme de fractions individuelles 
d' environ 100 mg a 1 g, de preference de 200 a 500 mg, ren- 
fermant de preference au moins 10® cellules ; elle peut en 

15 particulier avantageusement se presenter sous la forme de ge- 
lules ou de capsules gastroresistantes . 

Selon une autre caracteristique de 1' invention, 
cette composition peut egalement §tre constituee par une pre- 
paration elaboree, les bacteries propioniques 6tant ajoutees 

20 ou associees a un substrat f ermentescible notamment a des fi- 
bres alimentaires ou encore ajoutees ou incorporees dans des 
aliments liquides, pSteux ou solides. 

Dans une telle preparation, les bacteries propio- 
niques peuvent jouer un double role, a savoir technologique 

25 dans un premier temps a travers la fermentation d' aliments et ^ 
fonctionnel dans un second temps, puisqu'une fois ingerees, 
elles sont capables d'atteindre le colon et d'y jouer le role 
probiotique susmentionne, en particulier au niveau de 
1 ' optimisation de la synthese d'acide propionique et de 

30 1 ' optimisation de 1 ' assimilation des mineraux. 
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REVENDICATIQNS 
lo) Utilisation de bacteries propioniques selectionnees en 
fonction de leur caractere peu autolytique et de leur apti- 
tiade a resister aux sels biliaires pour I'obtention d'\ine 
5 composition d' alimentation courante ou d'une composition die- 
tetic[ue ou medicamenteuse absorbable par I'homme ou 1' animal, 
elaboree pour que les bacteries soient prot^g^es au moins 
partiellement vis-a-vis de I'acidite gastrique, renfermant au 
moins 10^ cellules /gramme de ces bacteries, susceptible de 
10 stimuler et d'augmenter de fagon significative la synthese 
d'acide propionique et/ou de propionate et le cas echeant 
d'acide acetique et/ou d' acetate au niveau du colon par fer- 
mentation bacterienne anaerobie. 

15 2^) Utilisation de bacteries propionicjues selectionnees en 
fonction de leur caractere peu autolytique et de leur apti- 
tude a resister a\ax sels biliaires pour I'obtention d'une 
composition d' alimentation courante ou d'une composition die- 
tetique ou medicamenteuse absorbable par I'homme ou 1' animal, 
20 elaboree pour que les bacteries soient protegees au moins 
partiellement vis-a-vis de I'acidite gastrique, renfermant au 
moins 10^ cellules /gramme de ces bacteries, susceptible de 
favoriser 1 ' assimilation des principaux mineraux, en particu- 
lier du calcium et/ou du fer et/ou du zinc et/ou du magnesium 
' 25 au niveau du c61on. 

3^) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
et 2, 

caracterisee en ce que 
30 les bacteries propioniques utilisees sont choisies parmi les 
souches produisant de I'acide propionique en quantite impor- 
tante et physiologiquement significative. 

4*^) Utilisation selon la revendication 3, 
35 caracterisee en ce que 

les bacteries propioniques utilisees sont choisies parmi les 
souches produisant au moins 2 g/1 d'acide propionique et/ou 
de propionates et, de preference, plus de 4 g/1 d'acide pro- 
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pionique et/ou de propionates apres avoir 6t6 cultivees a 
30^C, dans du milieu YEL renfermant environ 11,4 g/1 de lac- 
tate pendant 2 a 3 jours, puis diluees au 1/10^ dans du mi- 
lieu contenant 0,6 % de bile de boeuf, incubees a 37°C pendant 
5 90 min, centrif ugees, reprises dans du milieu YEL et remises 
k incuber a 37 ®C pendant 24 heures . 

5^) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 3, pour I'obtention d'une composition ayant des proprietes 
10 antif ongiques au niveau du colon et, en particulier, suscep- 
tible de reduire le developpement de mycodermes pathogenes du 
type Candida /muguet - 

6°) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
15 a 5, 

caracterisee en ce que 

les bacteries propioniques appartiennent a des souches douees 
de proprietes d' adhesion sur les cdlonocytes. 

20 7°) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 6 , 

caracterisee en ce que 

la composition est constituee par une preparation seche ou 
hydratee se presentant sous forme de fractions individuelles 
25 d' environ 100 mg a 1 g de preference de 200 a 500 mg, renfer- 
mant de preference au moins 10® cellules. 

8^) Utilisation selon la revendication 7, 
caracterisee en ce que 
30 la composition se presente sous la foarme de gelules ou de 
capsules gastroresistantes . 

9®) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 8, 

35 caracterisee en ce que 

la composition est constituee par une preparation elaboree, 
les bacteries propioniques etant ajout^es ou associees a un 
substrat f ermentescible, notamment a des fibres alimentaires . 
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10^) Utilisation selon I'line quelconque des revendications 1 
a 8, 

caracterisee en ce que 

la coinposition est constituee par \ine preparation elaboree, 
5 les bact^ries propioniques 6tant ajoutees ou incorporees dans 
des aliments tels que des aliments liquides, pSteux ou soli- 
des . 

11°) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
10 a 9, 

caracterisee en ce que 

la composition renferme des bacteries lactiques et/ou des 
bacteries bifides. 
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